Background and Purpose-The sodium-calcium exchanger-1 (NCX1) represents a key mediator for maintaining [Na ϩ ] i and [Ca 2ϩ ] i homeostasis. Although changes in NCX1 protein and transcript expression have been detected during stroke, its transcriptional regulation is still unknown. Thus far, however, there is evidence that hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1) is a nuclear factor required for transcriptional activation of several genes implicated in stroke. The main objective of this study was to investigate whether NCX1 gene might be a novel target of HIF-1 in the brain. Methods and Results-Here we report that: (1) in neuronal cells, NCX1 increased expression after oxygen and glucose deprivation or cobalt-induced HIF-1 activation was prevented by silencing HIF-1; (2) the brain NCX1 promoter cloned upstream of the firefly-luciferase gene contained 2 regions of HIF-1 target genes called hypoxia-responsive elements that are sensitive to oxygen and glucose deprivation or cobalt chloride; (3) HIF-1 specifically bound hypoxia-responsive elements on brain NCX1, as demonstrated by band-shift and chromatin immunoprecipitation assays; (4) HIF-1␣ silencing prevented NCX1 upregulation and neuroprotection induced by ischemic preconditioning; and (5) NCX1 silencing partially reverted the preconditioning-induced neuroprotection in rats. Conclusions-NCX1 gene is a novel HIF-1 target, and HIF-1 exerts its prosurvival role through NCX1 upregulation during brain preconditioning. Key Words: hippocampal neurons Ⅲ hypoxia Ⅲ ischemic preconditioning H ypoxia-inducible factor-1 (HIF-1) is a nuclear factor required for transcriptional activation in response to hypoxia 1 that regulates several genes involved in erythropoiesis, iron metabolism, angiogenesis, and glucose metabolism. 2 This transcriptional factor is upregulated in rat brain during cerebral ischemia, 3, 4 repetitive episodes of hypoxiareoxygenation, 5 or ischemic preconditioning. 6, 7 Interestingly, among genes that change expression during cerebral ischemia, the sodium-calcium exchanger-1 (NCX1), an ubiquitous plasma membrane protein regulating cellular calcium and sodium homeostasis in the brain, 8 has aroused great interest. Until now, few studies have specifically addressed the regulation of NCX1 expression at the transcriptional level in the brain.
H ypoxia-inducible factor-1 (HIF-1) is a nuclear factor required for transcriptional activation in response to hypoxia 1 that regulates several genes involved in erythropoiesis, iron metabolism, angiogenesis, and glucose metabolism. 2 This transcriptional factor is upregulated in rat brain during cerebral ischemia, 3, 4 repetitive episodes of hypoxiareoxygenation, 5 or ischemic preconditioning. 6, 7 Interestingly, among genes that change expression during cerebral ischemia, the sodium-calcium exchanger-1 (NCX1), an ubiquitous plasma membrane protein regulating cellular calcium and sodium homeostasis in the brain, 8 has aroused great interest. Until now, few studies have specifically addressed the regulation of NCX1 expression at the transcriptional level in the brain.
Thus, in an attempt to unravel mechanisms involved in the regulation of NCX1 expression at the transcriptional level, we investigated whether NCX1 gene is a target of the transcription factor HIF-1 in the brain. To this purpose, we examined NCX1 mRNA and protein expression in HIF-1 silenced neuronal cells exposed to either oxygen and glucose deprivation (OGD) or cobalt chloride (CoCl 2 ), two experimental conditions that activate HIF-1␣. Then, we revealed the presence of hypoxia-responsive elements (HRE) sensitive to OGD or CoCl 2 on brain NCX1 promoter. Next, we verified the specific HIF-1 binding to HRE on brain NCX1 promoter. Finally, we determined whether NCX1 overexpression induced by HIF-1 in the brain is responsible for neuroprotection in an animal model of cerebral ischemic preconditioning.
Materials and Methods
All restriction enzymes and DNA modifying enzymes were purchased from New England Biolabs or Invitrogen. Luciferase reporter kits and vectors were from Promega. Synthetic oligonucleotides were from Primm. Dulbecco modified eagle medium and fetal bovine serum were from Invitrogen. Small interference doublestranded RNA oligonucleotides (siRNA) against human HIF-1␣ (GenBank accession number NM_181054) were from Dharmacon.
The siRNA against rat HIF-1␣ (GenBank accession number NM_024359) and rat NCX1 (GenBank accession number NM_019268) were from Qiagen. All common reagents were of the highest quality and were purchased from Sigma-Aldrich.
OGD
Hippocampal neurons were prepared from 18-day-old Wistar rat embryos (Charles River, Calco, Milan, Italy) as previously described 9 and used after 10 days. Neurons were grown in modified Eagle medium/F12 containing 30% glucose, 5% of deactivated fetal bovine serum and 5% horse serum, L-glutamine (2 mmol/L), penicillin (50 U/mL), and streptomycin (50 g/mL). Neuroblastoma SH-SY5Y cells were grown in Dulbecco modified eagle medium supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum, penicillin (100 U/mL), streptomycin (100 g/mL), nonessential amino acid (0.1 mmol/L), and L-glutamine (2 mmol/L) (all from Invitrogen). SH-SY5Y cells, differentiated with 10 mol/L retinoic acid for 48 hours, and hippocampal neurons were exposed to OGD for 3 hours and 2 hours, respectively. 9
Double Immunofluorescence Staining and Confocal Microscopy
Double immunostaining procedures in hippocampal neurons or in SH-SY5Y cells were performed as previously described. 10 Primary antisera against-NCX1 (mouse monoclonal, 1:400; Swant) or anti-HIF-1␣ (rabbit polyclonal, 1:3000; Novus Biologicals) were incubated at 4°C overnight. Fluorescent-labeled secondary antibodies Alexa 488-conjugated antimouse immunoglobulin G and Alexa 594-conjugated antirabbit immunoglobulin G (1:200 dilution each; Molecular Probes) were incubated for 1 hour at room temperature. Immunofluorescence images were observed using a Zeiss LSM 510 META laser-scanning confocal microscope (Carl Zeiss).
Reverse-Transcription Polymerase Chain Reaction Analysis
Total RNA was extracted with Trizol following supplier's instruction (Invitrogen). The first-strand cDNA was synthesized with 5 g of the total RNA using the SuperScript first-strand system for reversetranscription polymerase chain reaction. Semiquantitative polymerase chain reaction was performed under the following conditions: 95°C for 3 hours, 30 or 35 reaction cycles (95°C for 1 hour, 48°C for 1 hour, 72°C for 1 hour), and 72°C for 10 hours. The pairs of nucleotide used were:
5Ј-ACCACCAAGACTACAGTGCG-3Ј and 5Ј-TTGGAAGCTGGT-CTGTCTCC-3Ј for NCX1, 11 and 5Ј-CCTGCTGGATTACATTAAAGC-ACTG-3Ј and 5Ј-CCTGAAGTACTCATTATAGTCAAG-3Ј for the hypoxanthine phosphoribosyl-transferase gene. 12 Polymerase chain reaction products were analyzed by electrophoresis on agarose gel. The optical density of the bands was determined by revising the gel image analysis system (Chemi Doc Imaging System; Biorad). Optical density measurements were normalized for the hypoxanthine phosphoribosyltransferase gene band used as internal standard. Quantitative real-time polymerase chain reaction was performed with a SYBR green core reagent kit (Applied Biosystems) in a 7500 fast real-time polymerase chain reaction system (Applied Biosystems). Samples were amplified simultaneously in triplicate in 1 assay run. The primers used were: 5Ј-TCCCTATAAAACCATTGAAGGCACA-3Ј and 5Ј-TTTCTCATACTCCTCGTCATCGATT-3Ј for NCX1, and 5Ј-TATCAGACTGAAGAGCTACTGTAATGACC-3Ј and 5Ј-TTAC-CAGTGTCAATTATATCTTCAACAATC-3Ј for hypoxanthine phosphoribosyl-transferase gene. 13 
Cytoplasmic, Nuclear, and Total Extracts Preparation
Nuclear and cytoplasmic extracts were obtained as previously described. 14 For total extracts, cells were first washed with phosphate-buffered saline and then collected by scraping and lowspeed centrifugation in ice-cold lysis buffer (20 mmol/L Hepes, pH 7.5, 1% Triton, 150 mmol/L NaCl, 10 mmol/L NaF, 1 mmol/L Na 3 VO 4 , 0.5 g/mL apronitin, 1 g/mL leupeptin, 1 g/mL pepstatin). The sample was then cleared by centrifugation and the supernatant was used for Western blot analysis.
Western Blotting
Protein concentrations were determined by the Bio-Rad protein assay (Biorad). To detect the proteins of interest, specific antibodies were used: anti-HIF-1␣ (mouse monoclonal antibody, 1:750; Chemicon); anti-NCX1 (rabbit polyclonal, 1:1000; Swant), anti-CREB (mouse monoclonal, 1:1000; Santa Cruz Biotechnology); anti-HIF-2␣ (rabbit polyclonal, 1:1000; Novus Biologicals); and anti-␤-actin (mouse monoclonal, 1:1000; Sigma). Immunoreaction was revealed using antimouse and antirabbit immunoglobulin G conjugated to peroxidase 1:2000 (GE Healthcare) by the ECL reagent (GE Healthcare). The optical density of the bands was determined by Chemi Doc Imaging System (Biorad) and normalized to the optical density of ␤-actin.
Electrophoretic Mobility Shift Assay
We developed a nonradioactive procedure using fluorescence cyano-dye (Cy5)-labeled oligodeoxynucleotide duplexes as specific probes. Cy5 was tagged at the 5Јend oligonucleotides (MWG-Biotech AG). The complementary oligonucleotides were annealed in 50 mmol/L Tris, pH 7.5, 10 mmol/L MgCl 2 , and 5 mmol/L DTT. The sequences of the sense strands of the duplexes used for electrophoretic mobility shift assay were as follows: NCX1-HRE1wt:5Ј-GGGCTGGGCTCGTGCGAG-CCAGTG-3Ј; NCX1-HRE2wt:5Ј-GCGGTGTGTACGCACTGCGG-3Ј; EPO-HRE5Ј-GCCCTACGTGCTGTCTCACACAGC-3Ј; 15 CREB: 5Ј-TCATCATTAGGCGTCAACACAGG-3Ј; 16 NCX1-HRE1-mut 5Ј-GCTGGGCTAAAGCGAGCCAG-3Ј; and NCX1-HRE2-mut 5Ј-GCGGTGTGTTTTCACTGCGG-3Ј.
The binding reaction performed in a volume of 20 L with 5 g of nuclear extracts, 400 ng of poly(dI-dC) (Roche), and 1 pmol of the Cy5-labeled probe in a buffer containing 10 mmol/L Hepes, pH 7.9, 100 mmol/L KCl, 0.2 mmol/L EDTA, 1 mmol/L MgCl 2 , 0.5 mmol/L DTT, and 10% glycerol. Competition studies were performed with varying concentrations of unlabeled competitor DNA. For supershift experiments, 1 g of antibody against HIF-1␣, HIF-2␣, CREB, or ␤-actin was used. The reaction was performed on a 5% nondenaturing acrylamide gel in Tris borate-EDTA (30 mmol/L Tris, 30 mmol/L boric acid, 0.6 mmol/L EDTA). The gels were scanned at 600 V on a Typhoon 9400 imager using a green laser (633 nm) for excitation and a 670BP30 emission filter.
Chromatin Immunoprecipitation Assay
The chromatin immunoprecipitation assay and real-time polymerase chain reaction quantification were performed as previously described. 17 Each sample was immunoprecipitated overnight at 4°C using 2 L of mouse monoclonal HIF-1␣ antibody (Novus Biologicals) or 2 L of mouse immunoglobulin G antibody as negative control in buffer A (1.1% Triton, 1.2 mmol/L EDTA, 16.7 mmol/L Tris, pH 8.1, 167 mmol/L NaCl, 1 mmol/L phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 mmol/L Na 3 VO 4 , 300 nmol/L trichostatin, 0.5 g/mL apronitin, 1 g/mL leupeptin, 1 g/mL pepstatin). Real-time polymerase chain reaction quantization of precipitated chromatin fragments was performed with a SYBR green core reagent kit (Applied Biosystems) following the manufacturer's instructions. The primers used for the polymerase chain reaction, designed with Primer Express software (Applied Biosystems), were as follows: Pr2fwd: 5Ј-CAGAGGAGACCCGGTGGTT-3Ј and Pr2rev: 5Ј-CGCTACCCTCGGGTGCTT-3Ј. Relative amounts of each chromatin fragment were then extrapolated on the basis of their threshold cycle values and determined by the percentage of the total DNA input. For each amplification, melting curves and gel electrophoresis of the polymerase chain reaction product were used to verify their identities. Samples were amplified simultaneously in triplicate in 1 assay run.
Cloning of the SLC8A1 Promoter Region
Polymerase chain reaction amplification was performed using Pfu DNA polymerase (Stratagene) on rat genomic DNA, priming from base Ϫ1140(5Ј-ATTTGAGTCCGCATCCCCAG-3Ј) and base ϩ250 (5Ј-TTGCTCGAGTAGGGAACCTCGAAGAGAGC-3Ј) of exon Br-1 (GenBank accession number U95138). The amplified fragment, tailed with Taq DNA polymerase (Eppendorf) was cloned by pGEM-T Vector System, and its identity was confirmed by DNA sequence analysis. The promoter region was subcloned in the pGL3basic vector. A reporter construct bearing a shorter segment was obtained by RsaI cleavage.
Transfection
SH-SY5Y transfection was performed using a standard Ca 2ϩ phosphate precipitation protocol; 18 8ϫ10 5 cells on 35-mm diameter plastic dishes were cotransfected with 2.4 g of each plasmid and 0.6 g of the renilla luciferase control plasmid. The luciferase activity was expressed as firefly-to-renilla ratio. The precipitate was removed after 15 hours.
Transfection of hippocampal neurons was performed using HiPerFect Transfection Reagent (Qiagen); 20 nmol/L of scramble siRNA (siCTL) or siRNA against HIF-1␣ (6 siHIF-1␣) was formulated with 10 L of HiPerFect transfection reagent for 15 minutes at room temperature and then added to neurons. Two additional HIF1-1␣ were used: 5 siHIF-1␣ and 7 siHIF-1␣. After a 2-hour incubation period, the medium was replaced with a fresh one.
Determination of Cell Death: Propidium Iodide Assay
Neuronal death was evaluated by measuring the ratio between dead and living cells. To quantify cell death after the experimental procedures, the cells were washed with normal Krebs and doublestained with 36 mol/L fluorescein diacetate and 7 mol/L propidium iodide for 5 minutes at 37°C in a phosphate buffer solution. Stained cells were examined immediately with a standard inverse fluorescence microscope at 480 nm and 546 nm. 27 Propidium iodide-positive and fluorescein diacetate-positive cells were counted in 3 representative high-power fields of independent cultures and cell death was determined by the ratio of the number of propidium iodide-positive cells/propidium iodide plus fluorescein diacetatestained positive cells. 27 
Reporter Assay
Dual luciferase assays were performed following the supplier's instructions (Promega). The luciferase activities, recorded with a manual luminometer (Glomax 20/20, Promega) , were measured in 20 L of cell lysate.
In Vivo Studies: Experimental Groups
One hundred sixty-four male Sprague-Dawley rats (Charles River) weighing 250 to 300 grams were housed under diurnal lighting conditions (12 hours darkness/light). Of them, 50 rats died in the surgery session or immediately after that, and 29 animals were excluded from the experimental groups because the cerebral blood flow did not reach the established value after ischemia induction. All animals were randomly allocated to treatment groups. All experiments were approved by the Institutional Animal Care and Use Committee of the "Federico II" University of Naples, Italy.
Transient Focal Ischemia and Ischemic Preconditioning
Transient focal ischemia was induced as previously described 19 by suture occlusion of the middle cerebral artery (MCA) in male rats anesthetized using 1.5% sevoflurane, 70% N 2 O, and 28.5% O 2 . Achievement of ischemia was confirmed by monitoring regional cerebral blood flow through laser Doppler (PF5001; Perimed).
Animals not showing a cerebral blood flow reduction of at least 70% were excluded from the study. Rats were divided into 4 experimental groups: (1) sham-operated (nϭ15); (2) ischemic (nϭ5); (3) preconditioned rats (nϭ5); and (4) preconditioned ischemic rats (nϭ60; subjected to preconditioning plus transient MCA occlusion [tMCAO] ). The sham-operated animals underwent the same experimental conditions except that the filament was not introduced; in the ischemic group, the MCA was occluded for 100 minutes; in the preconditioned ischemic group, rats were subjected to 30 minutes of tMCAO 72 hours before 100 minutes of tMCAO. All animals were euthanized 24 hours after the 100 minutes of tMCAO to quantify either the infarct volume or the protein expression. In particular, protein expression was evaluated in the cortex of rats belonging to the 4 experimental groups. Of the animals subjected to preconditioning followed by 100 hours of tMCAO, 45 out of the 60 rats included in this experimental group were subjected to siRNA treatment for NCX1 (nϭ15) or HIF-1 (nϭ15) or used as control (nϭ15). Rectal temperature was maintained at 37°CϮ0.5°C. In some animals, a catheter was inserted into the femoral artery to measure arterial blood gases with a blood gas analyzer before and after ischemia (Rapid laboratory 860; Chiron Diagnostic). No significant differences were observed in these physiological variables within all the considered experimental groups (data not shown).
Evaluation of the Infarct Volume
Animals were killed with isoflurane 24 hours after 100 minutes of tMCAO. Brains were quickly removed, sectioned coronally at 1-mm intervals, and stained by immersion in the vital dye (2%) 2,3,5-triphenyltetrazolium hydrochloride. The infarct volume was calculated by summing infarction areas of all sections and by multiplying the total by slice thickness. The percentage of the infarct was calculated by dividing the infarct volume by the total ipsilateral hemispheric volume. Edema was calculated as follows: (volume of hemisphere ipsilateral to the lesion)Ϫ(volume of hemisphere contralateral to the lesion). This value was expressed as percentage of the volume of the hemisphere ipsilateral to the lesion. This percentage was subtracted from the volume of the infarct. 20 The person who performed the image analysis was blinded to the study groups.
siRNA Administration
In rats positioned on a stereotaxic frame, a 23-gauge stainless-steel guide cannula (Small Parts) was implanted into the right lateral ventricle using the stereotaxic coordinates of 0.4 mm caudal to bregma, 2 mm lateral, and 2 mm below the dura. 20 The cannula was fixed to the skull using dental acrylic glue and small screws. The siRNA (1 L, 0.3 mol/L) were intracerebroventricularly administered at 24, 18, and 6 hours before ischemic preconditioning induction.
Single Staining Immunohistochemistry
Rats were deeply anesthetized with chloral hydrate (300 mg/kg intraperitoneal) and transcardially perfused with 0.9% NaCl solution, followed by 4% weight/volume paraformaldehyde and 0.2% weight/ volume picric acid in phosphate buffer for 30 minutes. The brains were removed and postfixed 3 hours in the same fixative and processed as previously described. 10 Primary antisera used were NCX1 (1:500) and HIF-1␣ (1:2000) . The peroxidase reaction was developed using 3,3Ј-diaminobenzidine 4 HCl or Ni 2ϩ -intensified 3,3Ј-diaminobenzidine 4-HCl as a chromogen and 0.05% H 2 O 2 . Images were acquired by a digital camera (Coolsnap; Media Cybernetics) mounted on a Nikon Eclipse 400 microscope.
Statistical Analysis
The data were evaluated as meansϮSEM. Statistically significant differences among means were determined by ANOVA followed by Student-Newman-Keuls test. The thresholds for statistical significance data were set at PϽ0.05.
Results

Increase of NCX1 Expression and of HIF-1␣ Nuclear Translocation in OGD-Exposed Hippocampal Neurons and in CoCl 2 -Treated SH-SY5Y Cells
Exposure of hippocampal neurons to OGD (2 hours) yielded a significant increase in HIF-1␣ immunosignal in the nucleus, ( Figure 1A ). Similarly, a 24-hour exposure period of SH-SY5Y cells to 100 mol/L of CoCl 2 , known to activate HIF-1 formation, 21, 22 caused a diffuse and intense increase in HIF-1␣ protein throughout the nucleus ( Figure 1B) . The increased immunoreactivity of the transcriptional factor was accompanied by a remarkable enhancement of NCX1 signal on the plasma membrane and within the cytoplasm ( Figure  1A , c, d; Figure 1B , cЈ, dЈ). By contrast, under normoxic conditions, NCX1 immunosignal was mainly confined along the neuropil, whereas HIF-1␣ immunoreactivity was barely detected in the cytoplasm and in the nucleus of either hippocampal or SH-SY5Y cells ( Figure 1A , a, b; Figure 1B , aЈ, bЈ).
HIF-1 and NCX1 Protein and NCX1 Transcripts Expression Increase in Hippocampal Neurons and in SH-SY5Y Cells Exposed to OGD or CoCl 2
Exposure of hippocampal neurons or SH-SY5Y cells to 100 mol/L CoCl 2 for 24 hours increased HIF-1 protein expression (Figure 2A) . Furthermore, NCX1 protein and NCX1 mRNA levels also increased by 1.6-fold ( Figure 2A ) and 1.5-fold ( Figure 2B ) in hippocampal neurons, and by 1.7-fold ( Figure 2A ) and 2.4-fold ( Figure 2B ) in SH-SY5Y cells.
Exposure to OGD caused HIF-1␣ subunit increase in hippocampal neurons and SH-SY5Y cells ( Figure 2C ). Likewise, NCX1 protein and NCX1 mRNA levels increased by 1.5-fold in hippocampal neurons ( Figure 2C, D) , and by 1.8-fold and 1.7-fold in SH-SY5Y cells ( Figure 2C, D) .
Two HIF-1 Binding Sites Are Present on Brain NCX1 Promoter
To examine whether the increase in NCX1 mRNA was attributable to an effect on NCX1 synthesis through the upregulation of its promoter activity, a computational analysis of brain NCX1 promoter sequence (GenBank accession number U95138) was performed. In particular, the database TRANSFAC version 3.2 revealed the presence of 6 putative HRE consensus sites for HIF-1. To determine which of these consensus sites might be involved in the binding of HIF-1 on brain NCX1 promoter, 2 different fragments of the 5Ј-flanking region upstream of brain NCX1 transcriptional start site (ϩ1) were cloned upstream of the firefly-luciferase gene in the promoterless reporter vector pGL3basic. The first construct, named long NCX1 promoter (Ϫ1080/ϩ151), contained 1230 bp of brain NCX1 promoter. The second construct, termed short NCX1 promoter (Ϫ340/ϩ151), contained a 350-bp fragment ( Figure 3A) .
When the plasmids were transiently transfected into cells and a renilla-luciferase plasmid was cotransfected to normal- ize for transfection efficiency, the basal luciferase activity was substantially increased by Ϸ10-fold in SH-SY5Y cells transfected with the long NCX1 promoter (Ϫ1080/ϩ151) and by 20-fold in cells transfected with the short promoter (Ϫ340/ϩ151), as compared to the luciferase activity of cells transfected with the empty pGL3basic vector ( Figure 3B , C). CoCl 2 induced a concentration-dependent increase in luciferase activity in SH-SY5Y cells transfected with either the long or the short form of brain NCX1 promoter. Particularly when cells were exposed to 50 mol/L and 100 mol/L CoCl 2 for 24 hours, luciferase activity was slightly greater in cells transfected with the short NCX1 promoter (1.6-fold and 2.8-fold, respectively) than in those transfected with the long form (1.4-fold and 2.1-fold, respectively; Figure 3B ). In addition, although a time-course analysis revealed that 100 mol/L CoCl 2 induced the highest levels of luciferase activity 24 hours after treatment, a statistically significant increase was already detectable at 16 hours (data not shown).
To further demonstrate that increased levels of HIF-1 could activate NCX1 promoter either in the long form or in the short form, we exposed retinoic acid-differentiated neuroblastoma cells transfected with either the long form or the short form of brain NCX1 promoter to OGD for 3 hours. OGD-induced HIF-1␣ accumulation increased luciferase activity by 1.9-fold in cells transfected with the long form and by 2.3-fold in cells transfected with the short form ( Figure 3C ).
HIF-1␣ Binds HRE1 and HRE2 Present on NCX1 Brain Promoter
Because the deletion of 4 HRE of the long NCX1 promoter did not reduce cobalt-induced NCX1 activation, we performed electrophoretic mobility shift assay and chromatin immunoprecipitation assays on HRE1 and HRE2, which are 2 putative HRE located at Ϫ164/Ϫ160 bp and Ϫ331/Ϫ327 bp on the short NCX1 promoter. In particular, for electrophoretic mobility shift assay analysis, we used 2 probes: a 24-bp 5Ј-Cy5 fluorescent probe (NCX1-HRE1) containing the HRE1 sequence and a 20-bp 5Ј-Cy5 fluorescent probe Figure 4A , lane 4). Moreover, when we used as competitor the EPO-HRE oligonucleotide, which contained the HRE of the erythropoietin gene (EPO), a known target sequence of HIF-1, the specific complexes were completely prevented ( Figure 4A , lane 5). The latter also were strongly decreased in the presence of the unlabeled HRE2 oligonucleotide ( Figure  4A , lane 6). To confirm that HIF-1 was the nuclear protein that was actually binding to the fluorescent NCX1-HRE1 probe, gel supershift studies were performed. A monoclonal antibody against HIF-1␣ was largely preventing the specific HRE1 complexes in comparison to the anti ␤-actin antibody, which was used as a control ( Figure 4A , lanes 7 and 8).
A similar approach was performed for the HRE2 site. As observed for the NCX1-HRE1 probe, shifted bands were detected in nuclear extracts from cobalt-treated cells incubated with the fluorescent NCX1-HRE2 probe ( Figure 4B To verify the actual occupancy of the NCX1 promoter by HIF-1 in living cells, we performed chromatin immunoprecipitation analysis. Chromatin from SH-SY5Y cells previously treated with CoCl 2 was cross-linked and mechanically shared. Chromatin was then immunoprecipitated with HIF-1␣ antibody and subjected to real-time polymerase chain reaction using primers from a region of the NCX1 brain promoter containing the hypoxiaresponsive sites. Primers recognizing the promoter of the erythropoietin gene (EPO) were used as a positive control (data not shown). As shown in Figure 4C , a significant amplification of the NCX1 promoter over the background levels was obtained after cobalt stimulation of the neuroblastoma cells (black bars in Figure 4C ). By contrast, a lower but still significant level of enrichment also was detectable in untreated cells (white bars in Figure 4C ).
An additional electrophoretic mobility shift assay with antibodies against CREB or HIF-2␣ was also performed. The anti-HIF-2␣ antibody was unable to inhibit complex formation between nuclear proteins obtained from cobalt-treated cells and fluorescent NCX1-HRE1 and NCX1-HRE2 probes (Supplemental Figure SIA , B,available online at http:// stroke.ahajournals.org). By contrast, the anti-CREB antibody was able to prevent the binding of HIF-1␣ to its recognition sequences HRE1 and HRE2 located on NCX1 promoter (Supplemental Figure SIA, B) . Furthermore, electrophoretic mobility shift assay experiments performed with a competitor oligonucleotide containing the CREB binding sequence showed that CREB was able to bind the HIF-1␣ recognition sequences present on NCX1 promoter (Supplemental Figure  SIB) .
Silencing of HIF-1␣ Prevents the Increase in NCX1 Gene Products Induced by OGD
The silencing of HIF-1␣ by 6 siRNA prevented the increase of HIF-1␣ protein (Supplemental Figure SIIA available online at http://stroke.ahajournals.org) and NCX1 protein and transcript ( Figure 5A , B) induced by OGD in hippocampal neurons. Furthermore, two additional siRNA sequences for HIF-1␣, 5 siHIF-1␣ and 7 siHIF-1␣, also were effective in reducing HIF-1␣ protein expression and in preventing NCX1 increase in hippocampal neurons exposed to OGD without interfering with HIF-2␣ and CREB expression (Supplemental Figure SIIIA , B available online at http://stroke.ahajournals.org).
Silencing of HIF-1␣ and NCX1 increases Neuronal Death Induced by OGD
The exposure of hippocampal neurons to 2 hours of OGD caused an increase in cell death. Interestingly, when HIF-1␣ Figure 5 . Hypoxia-inducible factor-1␣ (HIF-1␣) silencing decreases sodium-calcium exchanger-1 (NCX1) gene products in hippocampal neurons and increase oxygen and glucose deprivation (OGD)-induced neuronal vulnerability. A, Representative Western blot of NCX1 protein levels after OGD for 2 hours in primary hippocampal neurons transiently knocked-down for HIF-1␣ and in neurons transfected with a nontargeting siRNA (siCTL). The graph represents the quantification of NCX1 protein expression after OGD as compared to non-OGD values in the presence of siCTL or siHIF-1␣, expressed as percentage of the ratio between NCX1/␤-actin vs respective controls. B, Real-time polymerase chain reaction analysis displaying NCX1 transcript levels after OGD for 2 hours in hippocampal neurons transiently transfected with siHIF-1␣ or with siCTL. C, Viability assay in hippocampal neurons exposed to OGD in presence of siHIF1 and siNCX1. The amount of cell death was evaluated as described in the Methods section. *PϽ0.05 vs control; **PϽ0.05 vs OGD. Each column represents the meanϮSEM (nϭ3). and NCX1 were silenced by siRNA, the following exposure to OGD determined an enhancement of neuronal vulnerability ( Figure 5C ).
Silencing of HIF-1␣ Prevents NCX1 Overexpression and Neuroprotection Induced by Brain Ischemic Preconditioning
To evaluate the pathophysiological relevance of the increase in NCX1 transcription and expression induced by HIF-1␣, we measured the expression of HIF-1␣ and NCX1 in the cortex of rats subjected to brain ischemic preconditioning and previously treated with siHIF-1␣. In addition, the infarct volume of rats subjected to tMCAO or to ischemic preconditioning, in which HIF-1␣ or NCX1 expression was suppressed by siRNA, was also evaluated.
The increase of HIF-1␣ occurring in the cortex of rats subjected to ischemic preconditioning was higher than that observed in rats subjected to cerebral ischemia alone ( Figure  6A ). Analogously, NCX1 protein expression was strongly upregulated (Ͼ200%) after ischemic preconditioning and tMCAO when compared to cerebral ischemia alone. Interestingly, NCX1 upregulation induced by ischemic preconditioning and tMCAO was suppressed by silencing HIF-1␣ ( Figure 6B ). This siHIF-1␣ was selective because neither HIF-2␣ nor CREB expression was affected (Supplemental Figure SIIIC, D available online at http://stroke.ahajournals.org). Moreover, the relevant role played by HIF-1␣ and NCX1 in the neuroprotection induced by ischemic preconditioning and tMCAO was further demonstrated by the evidence that siRNA for NCX1 and for HIF-1␣ partially reverted the reduction in the infarct volume induced by ischemic preconditoning ( Figure 6C ). Immunohistochemical analysis performed in the striatum of preconditioned ischemic rats indicates that either NCX1 or HIF-1␣ protein expressions were upregulated in this region (Supplemental Figure SIV available online at http://stroke.ahajournals.org). In particular, intense and punctuated labeling suggestive of neuronal expression was observed with the anti-NCX1 antibodies (Supplemental Figure SIV) , whereas HIF-1␣ was strongly detected in the nuclei (Supplemental Figure SIVG) . Interestingly, intracerebroventricularly infused siRNA for NCX1 and HIF-1␣ were effective in preventing the upregulation of each protein observed in preconditioned rats (Supplemental Figure SISF-H) . The effectiveness of siNCX1 intracerebroventricularly infused in rat brain is shown in Supplemental Figure IIB .
Discussion
The results of the present study demonstrate for the first time, to our knowledge, that the gene coding for the ubiquitous Na ϩ /Ca 2ϩ exchanger NCX1 protein can be included in the family of genes activated by the transcription factor HIF-1. This regulation assumes particular relevance in light of the recently emerged role of HIF-1 and NCX1 in several pathophysiological aspects of cerebral ischemia. In fact, neuronspecific knocking-out of HIF-1␣ exacerbates brain damage Figure 6 . Silencing of hypoxia-inducible factor-1␣ (HIF-1␣) reverts ischemic preconditioning-induced neuroprotection by reducing sodiumcalcium exchanger-1 (NCX1) overexpression. A and B, Representative Western blots of HIF-1␣ and NCX1 protein levels in the cortex of sham-operated animals (CTL), rats subjected to 100 minutes of transient middle cerebral artery occlusion (tMCAO) followed by 24 hours of reperfusion, rats subjected to 30 minutes of tMCAO followed-up 72 hours later by 100 minutes of tMCAO and 24 hours of reperfusion (PCϩtMCAO), and rats intracerebroventricularly treated with siHIF-1␣ (6) and subjected to 30 minutes of tMCAO followed-up 72 hours later by 100 minutes of tMCAO and 24 hours of reperfusion (PCϩtMCAOϩ siHIF-1␣). *PϽ0.05 vs CTL; **PϽ0.05 vs all experimental groups. Each column represents the meanϮSEM (nϭ3). C, Infarct volume in rats subjected to tMCAO, PC, PCϩtMCAO, PCϩtMCAOϩsiCTL, PCϩtMCAOϩsiNCX1, and PCϩtMCAOϩsiHIF-1␣. Representative brain slice from each experimental group is shown on the top of each column. Ischemic rats were euthanized 24 hours after tMCAO. *PϽ0.05 vs tMCAO; **PϽ0.05 vs all experimental groups. Each column represents the meanϮSEM (nϭ5-7) of the percentage of the infarct volume compared to the ipsilateral hemisphere.
after tMCAO, suggesting its neuroprotective action. 23 Similarly, NCX1 knocking-down by oligodeoxynucleotide antisense strategy increases infarct damage after permanent MCAO. 20 Interestingly, NCX1 transcript levels have been demonstrated to be upregulated in regions surrounding the ischemic core. 24 Therefore, HIF-1-dependent upregulation of NCX1 expression obtained in the present work provides an additional mechanism involved in the prosurvival role attributed to HIF-1.
In the present work, a tight relationship between HIF-1 translocation into the nucleus, NCX1 upregulation, and its pathophysiological relevance was demonstrated by the evidence that the upregulation of HIF-1 induced by OGD or CoCl 2 exposure and by brain ischemic preconditioning produced an increase in NCX1 gene products, which, in turn, was accompanied by a relevant neuroprotective effect.
Another major finding of this study was the identification of two active functional sites arising from 6 putative HRE consensus sequences. Electrophoretic mobility shift assay, supershift assay, and chromatin immunoprecipitation analyses revealed that HIF-1 binding to HRE1 and HRE2 was highly selective and elicited NCX1 gene transcription, as demonstrated by the increase in luciferase activity evoked by CoCl 2 .
In addition, we also showed that CREB was able to bind the HIF-1␣ recognition sequences present on NCX1 promoter. However, in ischemic preconditioning HIF-1␣ and NCX1 expressions were strongly upregulated, whereas CREB expression was not modified, thus suggesting that the potential binding property of CREB on HRE does not seem to be involved in the regulation of NCX1 gene expression.
The pathophysiological relevance of the molecular link existing between HIF-1 and NCX1 was clearly evidenced by our studies conducted in an animal model of brain ischemic preconditioning in which NCX1 upregulation was reverted by the silencing of HIF-1␣. The HIF-1-induced overexpression of NCX1 after OGD may appear in contrast with the decrease of NCX1 expression observed with in vivo ischemia. However, it should be considered that: (1) with in vitro experiments, NCX1 protein expression was measured only in neurons and not in several cell populations because it occurs in whole brain tissue homogenates containing neurons, astrocytes, glia, and other cerebral cells; and (2) the time interval of the 2 experimental models is different, because in the in vitro model NCX1 and HIF-1 expression was detected after 2 hours of OGD, whereas in the in vivo model their expression was measured after 100 minutes of tMCAO followed by 24 hours of reoxygenation. This is in accordance with our previous study demonstrating that NCX1 expression was not downregulated after 3 hours of in vivo MCAO, whereas its decline was observed at 6 and 24 hours. 20 Furthermore, we have recently shown by immunohistochemistry that after MCAO, an increased NCX1 immunoreactivity signal occurs only in selected areas of the ischemic core, such as coiled apical dendrites and the soma of neurons located in the deep cortical layers, whereas NCX1 signal was globally reduced in the core region, 10 probably as a consequence of proteolytic cleavage. 25 These recent findings may explain why in the present study Western blot analysis of ischemic core homogenates resulted in a downregulation of NCX1, although NCX1 upregulation occurs in selected brain cell populations of the infarct area.
Conclusions
Altogether, these results demonstrate that in the rat brain, NCX1 constitutes a new target gene of HIF-1. Furthermore, we showed that HIF-1, during ischemic preconditioning, exerts its prosurvival role through the upregulation of NCX1 transcript and protein, whose neuroprotective action has been fully substantiated by recent studies. 14, 20, 26 (1) 
в результате сайленсинга HIF-1 удалось предотвратить повышенную экспрессию NCX1 после кислородо-глюкозной депривации или кобальт-индуцированной HIF-1 активации в нервных клетках; (2) промотор NCX1 головного мозга, клонированный с 5' от гена люциферазы светлячка, содержал 2 учас-тка генов-мишеней HIF-1, называемых гипоксия-зависимыми элементами, которые чувствительны к кислородо-глюкозной депривации или хлориду кобальта; (3) HIF-1 специфически связывает гипоксия-зависимые элементы на NCX1 головного мозга, о чем свидетельствует сдвиг полос и результаты анализов иммунопреципитации хроматина; (4) сайленсинг HIF-1α позволяет предотвратить повышение экспрес-сии NCX1 и нейропротекции, индуцированной ишемическим прекондиционированием; (5) сайленсинг NCX1 привел к регрессу индуциро-ванной прекондиционированием нейропротекции у крыс. выводы. Ген NCX1 является новой мишенью для HIF-1, который играет роль в сохранении жизнедеятельности клеток путем повышения экспрессии NCX1 во время прекондиционирования головного мозга. ключевые слова: гиппокампальные нейроны (hippocampal neurons), гипоксия (hypoxia), ишемическое прекондиционирование (ischemic preconditioning)
Гипоксия-индуцируемый фактор-1 (HIF-1) яв ляется ядерным фактором, необходимым для активации транскрипции в ответ на гипоксию [1] , который регу-лирует несколько генов, участвующих в эритропоэзе, обмене железа, ангиогенезе и метаболизме глюкозы [2] . При ишемии головного мозга [3, 4] , повторяющихся эпизодах гипоксии-реоксигенации [5] или ишемичес-ком прекондиционировании [6, 7] у крыс повыша-ется экспрессия этого транскрипционного фактора в головном мозге. Примечательно, что среди генов, экспрессия которых изменяется во время ишемии головного мозга, наибольший интерес представляет белок натрий-кальциевый транспортер-1 (NCX1), уби-квитарный протеин клеточной мембраны, который регулирует клеточный гомеостаз кальция и натрия в головном мозге [8] . До настоящего времени только в нескольких исследованиях особое внимание уделяли регуляции экспрессии NCX1 в головном мозге на уров-не транскрипции.
Таким образом, чтобы разобраться в механизмах, участвующих в регуляции экспрессии NCX1 на уров-не транскрипции, мы изучали ген NCX1 в качест-ве мишени для транскрипционного фактора HIF-1 в головном мозге. С этой целью мы изучили мРНК NCX1 и экспрессию белка в нервных клетках с сайлен-сингом HIF-1 после кислородо-глюкозной деприва-ции (КГД) или воздействия хлорида кобальта (CoCl 2 ), т.е. в двух экспериментальных условиях, приводящих к активации HIF-1. Затем выявили наличие гипоксия-зависимых элементов (HRE), чувствительных к КГД или CoCl 2 на промоторе NCX1 головного мозга. Вслед за этим установили специфическое связывание HIF-1 с HRE на промоторе NCX1 головного мозга. Наконец выяснили, оказывает ли избыточная экспрессия NCX1, индуцированная HIF-1 в головном мозге, нейропро-тективное действие при ишемическом прекондицио-нировании в модели на животных. материалы и метоДы ■ Все рестрикционные эндонуклеазы и модифициру-ющие ДНК ферменты были приобретены в New England Biolabs или Invitrogen. Наборы генов-репортеров люци-феразы и векторы приобрели в Promega. Синтетические олигонуклеотиды были предоставлены Primm. Среду Игла, модифицированную Дульбекко, и эмбриональ-ную телячью сыворотку приобрели в Invitrogen. Малые интерферирующие двухцепочечные РНК олигонук-леотиды (миРНК) к человеческому HIF-1 (GenBank регистрационный номер NM_181054) были предостав-лены Dharmacon. МиРНК к HIF-1α крыс (GenBank регистрационный номер NM_024359) и NCX1 крыс (GenBank регистрационный номер NM_019268) приоб-рели в Qiagen. Все известные реагенты самого высокого качества были приобретены в Sigma-Aldrich.
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кГД Препараты нейронов гиппокампа изготовили из тканей мозга 18-дневных эмбрионов крыс линии Wistar (Charles River, Calco, Милан, Италия), как описано ранее [9] , и использовали в течение 10 дней. Нейроны культивиро-вали в модифицированной среде Игла/F12, содержащей 30% глюкозы, 5% деактивированной эмбриональной теля-чьей сыворотки и 5% лошадиной сыворотки, L-глутамин (2 ммоль/л), пенициллин (50 ед/мл) и стрептомицин (50 мкг/мл). Нейробластомные SH-SY5Y клетки культи-вировали в среде Игла, модифицированной Дульбекко, с до бавлением 10% инактивированной на гре ванием эмб-риональной телячьей сыворотки, пенициллина (100 ЕД/ мл), стрептомицина (100 мкг/мл), заменимой амино-кислоты (0,1 ммоль/л) и L-глутамина (2 ммоль/л) -все из Invitrogen. SH-SY5Y клетки, дифференцированные с использованием 10 мкмоль/л ретиноевой кислоты в течение 48 часов, и нейроны гиппокампа подвергли КГД в течение 3 и 2 часов соответственно [9] .
Двойное иммунофлуоресцентное окрашивание и конфокальная микроскопия
Описание процедур двойного иммуннофлуоресцен-тного окрашивания нейронов гиппокампа и SH-SY5Y клеток было представлено ранее [10] . Первичные анти-сыворотки против NCX1 (моноклональные антитела мыши, 1:400; Swant) или против HIF-1α (поликлональ-ные антитела кролика, 1:3000; Novus Biologicals) инку-бировали при 4 °С в течение ночи. Флуоресцентно-меченые вторичные антитела, Alexa 488-конъюгиро-ванный антимышиный иммуноглобулин G и Alexa 594-конъюгированный антикроличий иммуноглобу-лин G (каждый в разведении 1:200; Molecular Probes) инкубировали в течение 1 часа при комнатной темпе-ратуре. Иммунофлуоресценцию изучали с помощью конфокального лазерного сканирующего микроскопа Zeiss LSM 510 META (Carl Zeiss).
анализ полимеразной цепной реакции с обратной транскриптазой
Все РНК экстрагировали с помощью тризола в соответствии с инструкцией поставщика реагента (Invitrogen). Первую цепь кДНК синтезировали из 5 мкг общей РНК с использованием системы первой цепи SuperScript для полимеразной цепной реакции (ПЦР) с обратной транскриптазой. Полуколичественную ПЦР проводили при следующих условиях: 95 °С в тече-ние 3 часов, 30 или 35 циклов реакции (95 °С в течение 1 часа, 48 °С в течение 1 часа, 72 °С в течение 1 часа) и 72 °C в течение 10 часов. Использовали следующие пары нуклеотидов: 5'-ACCACCAAGACTACAGTGCG-3' и 5'-TTGGAAGCTGGTCTGTCTCC-3' для NCX1 [11] и 5'-CCTGCTGGATTACATTAAAGCACTG-3' и 5'-CCT GAAGTACTCATTATAGTCAAG-3' для ге на гипоксан-тин-фосфорибозилтрансферазы [12] . Продукты ПЦР анализировали с помощью электрофореза в агароз-ном геле. Оптическую плотность полос определили путем проверки с использованием системы анали-за изображений в геле (Chemi Doc Imaging System; Biorad). Показатели оптической плотности нормиро-вали по полоске гена гипоксантин-фосфорибозил-трансферазы, которую использовали в качестве внут-реннего стандарта. Количественную ПЦР в режиме реального времени проводили с помощью набора реа-гентов SYBR green core reagent kit (Applied Biosystems) в 7500 быстрых системах ПЦР в режиме реального времени (Applied Biosystems). Образцы амплифици-ровали одновременно в трех экземплярах в рамках 1 серии анализа. Использовали следующие прайме-ры: 5'-TCCCTATAAAACCATTGAAGGCACA-3' и 5 '-TTTCTCATACTCCTCGTCATCGATT-3' для NCX1 и 5'-TATCAGACTGAAGAGCTACTGTAATGACC-3' и 5'-TTACCAGTGTCAATTATATCTTCAACAATC-3' для гена гипоксантин-фосфорибозилтрансферазы [13] .
Экстракты содержимого клетки, цитоплазмы и ядра
Экстракты содержимого ядра и цитоплазмы получи-ли методами, описанными ранее [14] . Для получения экстракта содержимого клеток, клетки сначала промы-вали фосфатно-солевым буфером, а затем соскабливали и центрифугировали при малых оборотах в ледяном лизирующем буфере (20 ммоль/л Hepes, 7,5 рН, 1% Тритон, 150 ммоль/л NaCl, 10 ммоль/л NaF, 1 ммоль/л Na 3 VO 4 , 0,5 мкг/мл апронитина, 1 мкг/мл леупептина, 1 мкг/мл пепстатина). Затем образец снова центрифу-гировали и супернатант использовали для проведения вестерн-блоттинга.
вестерн-блоттинг
С помощью анализа Bio-Rad protein assay (Biorad) определили концентрацию белков. Для обнаружения целевых белков использовали специфические антите-ла: анти-HIF-1α (мышиное моноклональное антитело, 1:750; Chemicon); анти-NCX1 (кроличье поликлональ-ное антитело, 1:1000; Swant), анти-CREB (мышиное моноклональное, 1:1000; Santa Cruz Biotechnology); анти-HIF-2α (кроличье поликлональное, 1:1000; Novus Biologicals);), а также анти-β-актин (мышиное монокло-нальное, 1:1000; Sigma). Иммунореактивность выявили с использованием антимышиного и антикроличьего иммуноглобулинов G, сопряженных с пероксидазой, в разведении 1:2000 (GE Healthcare) с помощью реаген-та ECL (GE Healthcare). Оптическую плотность полос определили с помощью системы Chemi Doc Imaging System (Biorad) и нормировали по оптической плотнос-ти β-актина.
анализ сдвига электрофоретической подвижности
Мы разработали нерадиоактивную процедуру с использованием флуоресцирующих меченых краси-телем цианом (Cy5) олигодезоксинуклеотидных дуп-лексов в качестве специфических зондов. Cy5 была помечена на 5'-концах олигонуклеотидов (MWGBiotech AG). Комплементарные олигонуклеотиды рена-турировали в 50 ммоль/л Трис, рН 7,5, 10 ммоль/л MgCl 2 и 5 ммоль/л DTT. Для анализа сдвига электрофоретичес-кой подвижности использовали следующие последова-тельности кодирующих нитей дуплексов: NCX1-HRE1wt: 5'-GGGCTGGGCTCGTGCGAGCCAGTG-3'; NCX1-HRE2wt: 5'-GCGGTGTGTACGCACTGCGG-3'; EPO-HRE: 5'-GCCCTACGTGCTGTCTCACACAGC-3' [15] ; CREB: 5'-TCATCATTAGGCGTCAACACAGG-3' [16] ; NCX1-HRE1-mut: 5'-GCTGGGCTAAAGCGAGCCAG-3'; NCX1-HRE2-mut: 5'-GCGGTGTGTTTTCACTGCGG-3'.
Реакцию связывания провели в объеме 20 мкл с 5 мкг экстрактов ядра, 400 нг поли(dI-dC) (Roshe) и 1 пмоль Cy5-меченого зонда в буфере, содержа-щем 10 ммоль/л Hepes, рН 7,9, 100 ммоль/л KCl, 0,2 ммоль/л ЭДТА, 1 ммоль/л MgCl 2 0,5 ммоль/л DTT и 10% глицерина. Исследование конкурен-ции проводили с различными концентрация-ми немеченой конкурирующей ДНК. Для анали-за по методу supershift использовали 1 мкг анти-тел против HIF-1, HIF-2, CREB или β-актина. Реакцию проводили на 5% неденатурирующем акриламидном геле в Трис-ЭДТА-боратном буфере (30 ммоль/л Трис, 30 ммоль/л борной кислоты, 0,6 ммоль/л ЭДТА). Гели сканировали при 600 V на аппарате для визуализации Typhoon 9400 с исполь-зованием зеленого лазера (633 нм) для возбуждения и эмиссионного фильтра 670BP30.
анализ иммунопреципитации хроматина
Анализ иммунопреципитации хроматина и количест-венную оценку ПЦР в режиме реального времени про-водили методами, описанными ранее [17] . Каждый образец подвергали иммунопреципитации в течение ночи при 4 °С с использованием 2 мкл мышиного мо -ноклонального антитела к HIF-1α (Novus Biologicals) или 2 мкл мышиных антител к иммуноглобулину G в качестве негативного контроля в буфере (1,1% Triton,, 1,2 ммоль/л ЭДТА, 16,7 ммоль/л Трис, рН 8,1, 167 ммоль/л NaCl, 1 ммоль/л фенилметилсульфо-нилфторида, 1 ммоль/л Na 3 VO 4 , 300 нмоль/л трихос-татина, 0,5 мкг/мл apronitin, 1 мкг/мл леупептина, 1 мкг/мл пепстатина). Квантование фрагментов осаж-денного хроматина в ходе ПЦР в режиме реального вре-мени выполнили с набором реагентов SYBR green core reagent kit (Applied Biosystems) в соответствии с инструк-циями производителя. Для ПЦР использовали следую-щие праймеры, разработанные с помощью программного обеспечения Primer Express software (Applied Biosystems): Pr2fwd: 5'-CAGAGGAGACCCGGTGGTT-3' и Pr2rev: 5'-CGCTACCCTCGGGTGCTT-3'. Относительное количество каждого фрагмента хроматина затем экстра-полировали на основании пороговых значений их цикла и рассчитывали процентное отношение к общей ДНК. Для каждой амплификации кривые плавления и резуль-таты электорофореза в геле продуктов ПЦР использова-ли с целью подтверждения их идентичности. Образцы амплифицировали одновременно в трех экземплярах в рамках 1 серии анализа.
клонирование SLC8A1 участка промотора
Амплификацию с помощью ПЦР проводи-ли с использованием Pfu ДНК-полимеразы (Stratagene) на геномной ДНК крыс, начиная с-1140 (5'-ATTTGAGTCCGCATCCCCAG-3') и +250 (5'-TTGCTCGAGTAGGGAACCTCGAAGAGAGC-3') эк зона Br-1 (GenBank регистрационный номер U95138).
Амплифицированный фрагмент, соединенный с Taq ДНК полимеразой (Eppendorf), клонировали с помощью векторной системы pGEM-T Vector System, и его иден-тичность была подтверждена при анализе последователь-ности ДНК. Зону промотора субклонировали в pGL3basic векторе. Структуру репортера, содержащую более корот-кий сегмент, получили путем RsaI расщепления.
трансфекция Трансфекцию SH-SY5Y выполнили с использованием стандартного протокола преципитации фосфата Ca 2+ [18] ; 8×10 5 клеток на пластиковых планшетах диамет-ром 35 мм котрансфектировали с 2,4 мкг каждой плаз-миды и 0,6 мкг контрольной плазмиды люциферазы renilla. Активность люциферазы выразили в виде соот-ношения плазмиды светлячка/плазмиды люциферазы renilla. Преципитат извлекали через 15 часов.
Трансфекцию нейронов гиппокампа проводили с использованием реагента HiPerFect Transfection Reagent (Qiagen); 20 нмоль/л кодирующей миРНК (siCTL) или миРНК к HIF-1α (6 siHIF-1) смешивали с 10 мкл реа-гента трансфекции HiPerFect в течение 15 минут при комнатной температуре, а затем добавляли к нейронам. Использовали два дополнительных HIF1-1α: 5 siHIF-1α и 7 siHIF-1α. После 2-часового инкубационного периода заменяли среду на свежую.
анализ числа погибших клеток: окрашивание пропидиумом иодида Гибель нейронов оценивали путем определения соот-ношения между мертвыми и живыми клетками. Для количественной оценки гибели клеток после экспери-ментальных процедур клетки промывали нормальным раствором Кребса и проводили двойное окрашивание путем добавления 36 моль/л флуоресцеина диацетата и 7 моль/л пропидиума йодида в фосфатный буферный раствор и экспозиции в течение 5 минут при 37 °С. Окрашенные клетки немедленно изучали с помощью стандартной микроскопии с обратной флуоресценцией при длине волны 480 и 546 нм [27] . Рассчитывали число пропидиум йодид-положительных и флуоресцеина диа-цетат-положительных клеток в трех полях зрения при большом увеличении в независимых культурах клеток. Гибель клеток определяли по соотношению: число про-пидиум йодид-положительных клеток/число пропидиум йодид-положительных плюс флуоресцеина диацетат-положительных клеток [27] .
анализ по гену-репортеру
Двойные анализы активности люциферазы выпол-няли в соответствии с инструкциями производите-ля (Promega). Активность люциферазы измеряли в 20 мкл клеточного лизата и регистрировали с помощью неавтоматизированного люминометра (Glomax 20/20, Promega) .
исследования in vivo: экспериментальные группы
Сто шестьдесят четыре самца крыс Sprague-Dawley (Charles River) весом от 250 до 300 г были помещены в условия циркадного режима освещения (по 12 часов темноты/света). Из них 50 штук погибли в ходе хирур-гического вмешательства или сразу после его проведе-ния, 29 животных исключили из экспериментальных групп в связи с тем, что показатели мозгового кровотока не достигли установленного значения после индукции ишемии. Всех животных произвольным образом разде-лили на группы лечения. Все эксперименты были одоб-рены Институциональным комитетом по содержанию и использованию животных Университета Федерико II, Неаполь, Италия.
транзиторная очаговая ишемия и ишемическое прекондиционирование
Транзиторную очаговую ишемию индуцировали с помощью ранее описанной методики [19] , выполнив окклюзию средней мозговой артерии (СМА) у самцов крыс путем введения кетгута в артерию под наркозом с использованием 1,5% севофлурана, 70% N 2 O и 28,5% О 2 . Наличие ишемии подтвердили путем мониторинга регионального мозгового кровотока с помощью лазер-ной допплерографии (PF5001; Perimed). Животных, у которых церебральный кровоток снизился меньше чем на 70%, исключили из исследования. Крыс разде-лили на 4 экспериментальные группы: (1) ложная опе-рация (n=15), (2) ишемия (n=5), (3) прекондициониро-вание (n=5) и (4) ишемическое прекондиционирование (n=60; прекондиционирование и транзиторная окклю-зия СМА -тОСМА). Ложно-оперированным живот-ным провели те же процедуры, что и животным других экспериментальных групп за исключением введения кетгута в просвет артерии. В группе ишемии окклюзия СМА продолжалась 100 минут; в группе ишемическо-го прекондиционирования крысам проводили тОСМА в течение 30 минут, а через 72 часа -тОСМА продол-жительностью 100 минут. Всех животных умертвили через 24 часа после тОСМА продолжительностью 100 минут для количественного определения объема инфар-кта или оценки уровня экспрессии белка. В частнос-ти, оценили экспрессию белка в коре головного мозга крыс всех четырех экспериментальных групп. Сорок пять из 60 крыс в группе ишемического прекондицио-нирования отобрали для проведения следующих про-цедур -введения миРНК для NCX1 (n=15) или HIF-1 (n=15), несколько животных использовали в качестве контрольной группы (n=15). Ректальную температуру поддерживали на уровне 37±0,5 °C. Некоторым живот-ным установили катетер в бедренную артерию и с помо-щью анализатора газов крови определяли уровень газов артериальной крови до и после ишемии (Rapid laboratory 860; Chiron Diagnostic). Существенных различий в этих физиологических показателях между всеми эксперимен-тальными группами не было (данные не представлены).
оценка объема инфаркта
Животных умертвили путем введения изофлурана через 24 часа после тОСМА продолжительностью 100 минут. Мозг быстро извлекли, выполнили коронарные срезы с интервалом 1 мм и окрасили путем погружения в кра-ситель для прижизненной окраски (2%) 2,3,5-трифенил-тетразолиум гидрохлоридом. Объем инфаркта рассчи-тали путем суммирования зон инфаркта во всех срезах и умножения полученной суммы на толщину срезов. Процентное соотношение зоны инфаркта рассчитали путем деления объема инфаркта на общий объем ипсила-терального полушария. Величину отека рассчитали сле-дующим образом: (объем полушария, ипсилатерального по отношению к очагу поражения)-(объем полушария, контралатерального очагу поражения). Этот показатель выразили в процентах от объема полушария, ипсилате-рального по отношению к очагу поражения. Это процент-ное отношение вычли из объема инфаркта [20] . Эксперты, проводившие анализ изображений, находились в неведе-нии относительно данных о принадлежности животных к той или иной экспериментальной группе.
введение мирнк
Крысам, помещенным в стереотаксическую рамку, имплантировали канюлю 23-го калибра из нержаве-ющей стали (Small Parts) в правый боковой желудо-чек с использованием следующих стереотаксических координат: на 0,4 мм каудальнее брегмы, на 2 мм латеральнее и 2 мм ниже твердой мозговой оболочки [20] . Канюли зафиксировали на черепе с помощью сто-матологического акрилового геля и винтиков. МиРНК (1 мкл, 0,3 моль/л) вводили в желудочек головного мозга за 24, 18 и 6 часов до индукции ишемического прекондиционирования.
иммуногистохимия с однократным окрашиванием
Крыс подвергли глубокому наркозу с хлоралгидратом (300 мг/кг внутрибрюшинно) и провели транскардиаль-ную перфузию 0,9% раствором хлорида натрия, а затем 4% вес/объем параформальдегида и 0,2% вес/объем пикри-новой кислоты в фосфатном буфере в течение 30 минут. Ткани мозга извлекли, затем фиксировали в течение 3 часов в том же закрепителе и обработали в соответствии с ранее описанной методикой [10] . Использовали пер-вичные антисыворотки NCX1 (1:500) и HIF-1α (1:2000) . Пероксидазную реакцию провели с использовани-ем 3,3'-диаминобензидина 4 HCl или Ni 2+ -усиленного 3,3'-диаминобензидина 4 HCl в качестве хромогена, и 0,05% H 2 O 2 . Изображения получали с помощью циф-ровой камеры (Coolsnap; Media Cybernetics), установлен-ной на микроскопе Nikon Eclipse 400.
статистический анализ
Данные оценивали как среднее±СОШ. Статистически значимые различия между показателями определяли с помощью ANOVA с последующим тестом Стьюдента-Ньюмана-Кейлса. Статистически значимыми считали показатели при значении р<0,05. реЗУльтаты ■ повышение экспрессии NCX1 и ядерной транслокации HIF-1 в нейронах гиппокампа в условиях кГД и в SH-SY5Y клетках, обработанных CoCl 2 В условиях КГД в нейронах гиппокампа (в течение 2 часов) произошло значительное увеличение имму-носигнала HIF-1α в ядре (рис. 1А). Аналогичным обра-зом при обработке SHSY5Y клеток 100 моль/л CoCl 2 в течение 24 часов, что приводит к активации образо-вания HIF-1 [21, 22] , произошло диффузное и резкое увеличение содержания белка HIF-1 во всем ядре (рис. 1Б). Увеличение иммунореактивности фактора транс-крипции сопровождалось выраженным повышением сигнала NCX1 на мембране клеток и в цитоплазме (рис. 1А, в, г; рис. 1Б, в', г'). В отличие от этого, в усло-виях нормоксии иммуносигнал NCX1 был ограничен в основном нейропилями, в то время как иммуно-реактивность HIF-1α была едва заметна в цитоплаз-ме и ядрах клеток гиппокампа или SH-SY5Y клеток (рис. 1А, а, б; рис. 1Б, а', б').
HIF-1 и увеличение экспрессии белка NCX1 и транскриптов NCX1 в нейронах гиппокампа и SH-SY5Y клетках, подвергшихся кГД или воздействию CoCl 2
Воздействие 100 моль/л CoCl 2 в течение 24 часов на нейроны гиппокампа или SH-SY5Y клетки приве-ло к увеличению экспрессии белка HIF-1 (рис. 2А). Кроме того, произошло увеличение содержания белка NCX1 и мРНК NCX1 в 1,6 раза (рис. 2А) и в 1,5 раза (рис. 2Б) в нейронах гиппокампа, в 1,7 раза (рис. 2А) и 2,4 раза (рис. 2Б) в SH-SY5Y клетках.
В условиях КГД произошло увеличение содержания субъединиц HIF-1α в нейронах гиппокампа и SH-SY5Y клетках (рис. 2В). Помимо этого содержание белка NCX1 и мРНК NCX1 увеличилось в 1,5 раза в нейронах гиппо-кампа (рис. 2В, Г), а также в 1,8 раза и 1,7 раза в SH-SY5Y клетках (рис. 2В, Г).
на промоторе NCX1 головного мозга есть два участка связывания HIF-1 Для изучения влияния увеличения мРНК NCX1 на син-тез NCX1 путем повышенной регуляции активности его промотора выполнили компьютерный анализ последо-вательности промотора NCX1 головного мозга (GenBank регистрационный номер U95138). В частности, в базах данных TRANSFAC v. 3.2 выявили наличие 6 предполага-емых консенсусных участков HRE для HIF-1. Для выяв-ления определенных консенсусных участков, участвую-щих в связывании HIF-1 с промотором NCX1 головного мозга, 2 различных фрагмента 5'-фланкирующих облас-тей, расположенных на 5' от сайта инициации транс-крипции NCX1 головного мозга (+1), были клонированы с 5' от гена люциферазы светлячка в векторе репортера pGL3basic без промотора. Первая конструкция, назван-ная длинным NCX1 промотором (-1080/+151), содержа-ла 1230 п.н. промотора NCX1 головного мозга. Вторая конструкция, названная коротким NCX1 промотором (-340/+151), содержала 350 п.н. (рис. 3А).
После транзиторной трансфекции плазмид в клетки и контрансфекции плазмиды люциферазы renilla для нор-мализации эффективности трансфекции, исходная актив-ность люциферазы существенно повысилась ≈в 10 раз в SH-SY5Y клетках, трасфектированных длинным NCX1 промотором (-1080/+151) и в 20 раз в клетках, трасфекти-рованных коротким промотором (-340/+151), по сравне-нию с активностью люциферазы в клетках, трасфектиро-ванных пустым pGL3basic вектором (рис. 3Б, В). При воз-действии CoCl 2 происходило зависимое от концентрации увеличение активности люциферазы в SH-SY5Y клетках, трасфектированных длинным или коротким промото-ром NCX1 головного мозга. В частности, когда клетки подвергались воздействию 50 мкмоль/л и 100 мкмоль/л CoCl 2 в течение 24 часов, активность люциферазы была несколько выше в клетках, трансфектированных корот-ким NCX1 промотором (в 1,6 и 2,8 раза соответственно), чем в клетках, трасфектированных длинным промотором (в 1,4 и 2,1 раза соответственно, рис. 3Б). Кроме того, хотя анализ зависимости от времени показал, что воздействие 100 мкмоль/л CoCl 2 приводит к более высокому уровню активности люциферазы в течение 24 часов после лече-ния, статистически значимое увеличение регистрировали уже через 16 часов (данные не представлены). Чтобы в дальнейшем продемонстрировать влияние повыше-ния уровня HIF-1 на активацию длинной или короткой формы промотора NCX1, дифференцированные ретиное-вой кислотой клетки нейробластомы, трасфектированные короткой или длинной формой промотора NCX1 голо-вного мозга, поместили в условия КГД на 3 часа. КГД-индуцированное накопление HIF-1 привело к повыше-нию активности люциферазы в 1,9 раза в клетках, транс-фектированных длинной формой, и в 2,3 раза в клетках, трансфектированных короткой формой (рис. 3В).
HIF-1 связывает HRE1 и HRE2 на промоторе NCX1 головного мозга
Поскольку делеция 4 HRE длинного промотора NCX1 не приводит к снижению кобальт-индуцированной акти-вации NCX1, провели анализ сдвига электрофоретичес- (A, а, б), а', б') , нейронах после КГД в течение 2 часов (А, в, (Б, в', г') . В нижнем ряду снимков показаны результаты двойного мечения при большом увеличении. Стрелками указаны сигналы иммунореактивности NCX1 в нейронах гиппокампа (A, а', а', б') контрольной группы или на плазматической мембране нейронов после КГД (A, в', г') и обработанных CoCl в', г') .
Масштаб горизонтальной черты 10 мкм (А) и 20 мкм (Б)
кой подвижности и анализ иммунопреципитации хро-матина на HRE1 и HRE2, которые являются двумя пред-полагаемыми HRE, расположенными на -164/-160 п.н. и -331/-327 п.н. на коротком промоторе NCX1. В час-тности, для анализа сдвига электрофоретической под-вижности использовали 2 зонда: 24-п.н. 5'-Cy5 флу-оресцирующий зонд (NCX1-HRE1), содержащий последовательность HRE1, и 20-п.н. 5'-Cy5 флуорес-цирующий зонд (NCX1-HRE2), содержащий последо-вательность HRE2. Экстракты ядер SH-SY5Y клеток, ранее подвергшихся воздействию CoCl 2 , инкубировали с NCX1-HRE1 флуоресцирующими зондами. В экстрак-тах ядра клеток, подвергшихся воздействию кобальта, обнаружили сложную структуру сдвига полос (рис. 4А, дорожка 2) по сравнению с необработанными клетками (рис. 4А, дорожка 1). Для проверки специфического свя-зывания белка HIF-1 с флуоресцирующим зондом прове-ли анализ конкуренции. Немеченый HRE1 олигонуклео-тид полностью вытеснил люминесцентные NCX1-HRE1 комплексы (рис. 4А, дорожка 3); 2 основных специфи-ческих комплекса были устойчивы к конкуренции с неме-ченым мутантным олигонуклеотидом HRE1 (HRE1-mut), в котором предполагаемый сайт связывания HRE в HIF-1 был изменен (стрелка-указатель на рис. 4A, дорожка 4). Более того, когда в качестве конкурента использова-ли олигонуклеотид EPO-HRE, который содержит HRE из гена эритропоэтина (EPO), известную последователь-ность-мишень для HIF-1, образование специфических комплексов удалось полностью предотвратить (рис. 4А, дорожка 5). Образование специфических комплексов также значительно снизилось при наличии немеченого олигонуклеотида HRE2 (рис. 4А, дорожка 6). Для того, чтобы убедиться, что HIF-1 является ядерным белком, который фактически связывается с люминесцентным зондом NCX1-HRE1, провели анализ по методу supershift в геле. Использование моноклональных антител против HIF-1 позволило более существенно предотвратить обра-зование специфических комплексов HRE1 по сравне-нию с анти-β-актин антителами, которые использовали в качестве контроля (рис. 4А, полосы 7 и 8).
Аналогичный подход использовали для изучения сайта HRE2. Как и в случае с зондом NCX1-HRE1, полосы смещения обнаружили в экстрактах ядер кле-ток, подвергшихся воздействию кобальта, инкубиро-ванных с флуоресцирующим зондом NCX1-HRE2 (рис. 4Б, дорожка 2), но не в экстрактах ядер контрольных клеток (рис. 4Б, дорожка 1). Главный связывающий комплекс был вытеснен немеченым олигонуклеотидом HRE2 (рис. 4Б, дорожка 3), но не немеченым мутант-ным олигонуклеотидом (HRE2-mut, рис. 4Б, дорожка 4). Немеченый олигонуклеотид EPO-HRE также кон-курировал с флуоресцирующим зондом NCX1-HRE2 за связывание (рис. 4Б, дорожка 5). Аналогичным образом немеченый олигонуклеотид HRE1 полностью предотвратил связывание с флуоресцирующим зондом NCX1-HRE2 (рис. 4Б, дорожка 6). Кроме того, в то время как использование моноклональных антител против HIF-1α привело к нарушению формирования комплекса с зондом NCX1-HRE2 (рис. 4Б, дорожка 7), использование анти-β-актин антител было неэффек-тивным (рис. 4Б, дорожка 8). Для проверки фактичес-кого насыщения промотора NCX1 HIF-1 в живых клет-ках, мы провели анализ иммунопреципитации хрома-тина. Хроматин из SH-SY5Y клеток, предварительно обработанных CoCl 2 , структурировали и механически разделили. Затем хроматин подвергли иммунопреци-питации с антителами к HIF-1 и провели ПЦР в режи-ме реального времени с использованием праймеров из региона промотора NCX1 головного мозга, содержа-щего гипоксия-зависимые участки. Праймеры, распоз-нающие промотор гена эритропоэтина (ЭПО), исполь-зовали в качестве положительного контроля (данные не представлены). Как показано на рис. 4В, значитель-ную амплификацию промотора NCX1 выше фоно-вых уровней получили после стимуляции кобальтом клеток нейробластомы (черные столбики на рис. 4В). Экспериментально-теоретические вопросы кому прекондиционированию, у которых экспрессию HIF-1α или NCX1 подавляли путем введения миРНК.
Повышение содержания HIF-1α, происходящее в коре головного мозга крыс, перенесших ишемическое пре-кондиционирование, было выше, чем у крыс, у которых индуцировали только ишемию головного мозга (рис. 6A). Аналогично, экспрессия белка NCX1 была значительно повышена (>200%) после ишемического прекондицио-нирования и тОСМА по сравнению просто с ишемией головного мозга. Интересно, что повышенная экспрес-сия NCX1, индуцированная ишемическим преконди-ционированием и тОСМА, была подавлена сайленсин-гом HIF-1α (рис. 6Б). Этот сайленсинг HIF-1α носил избирательный характер, поскольку экспрессия HIF-2α и CREB не изменилась (дополнительный рис. SIIIВ, Г, см. on-line: http://stroke.ahajournals.org). Кроме того, важ-ную роль, которую играют HIF-1α и NCX1 в нейропро-текции, индуцированной ишемическим прекондициони-рованием и тОСМА, в дальнейшем подтвердили тем, что миРНК для NCX1 и HIF-1α привела к уменьшения объ-ема инфаркта, индуцированного ишемическим прекон-диционированием (рис. 6В). Иммуногистохимический анализ стриатума крыс, подвергнутых ишемическому прекондиционированию, показал, что в этой области головного мозга была повышена экспрессия и NCX1, и HIF-1 (дополнительный рис. SIV, см. on-line: http:// stroke.ahajournals.org). В частности, при использовании анти-NCX1 антител наблюдалось интенсивное и акцен-тированное мечение, характерное для экспрессии в ней-ронах (дополнительный рис. SIV), тогда как HIF-1α обнаруживали только в ядрах клеток (дополнительный рис. SIVЖ). Интересно, что введение в желудочек голов-ного мозга миРНК для NCX1 и HIF-1α было эффектив-но в отношении предотвращения повышенной экспрес-сии каждого белка, наблюдаемого у крыс, подвергнутых ишемическому прекондиционированию (дополнитель-ный рис. SISF-H). Эффективность siNCX1, вводимой в желудочки головного мозга крыс, продемонстрирована на дополнительном рис. IIБ. оБсУЖДение ■ Насколько нам известно, результаты нашего иссле-дования впервые продемонстрировали, что ген, коди-рующий убиквитарный белок Na + /Ca 2+ тран спор тер-1 NCX1 можно включить в семейст во генов, активируемых фактором транскрипции HIF-1. Эта регуляция приобре-тает особую актуальность в свете недавно установленной роли HIF-1 и NCX1 в некоторых патофизиологических процессах при ишемии головного мозга. Известно, что нейрон-специфическая инактивация HIF-1α активирует повреждение головного мозга после тОСМА, что поз-воляет предположить наличие у HIF-1α нейропротек-тивного действия [23] . Аналогичным образом стратегия использования антисмысловых олигодезоксинуклеотидов для инактивации NCX1 приводит к увеличению зоны инфаркта после стойкой ОСМА [20] . Примечательно, что в областях, окружающих ядро ишемии, происходит повы-шение регуляции уровня транскрипта NCX1 [24] . В связи с этим HIF-1-зависимая повышенная регуляция экспрес-сии NCX1, которую обнаружили в данном исследовании, является дополнительным механизмом сохранения жиз-неспособности клеток, характерного для HIF-1.
В настоящей работе тесную связь между транслока-цией HIF-1 в ядро и повышенной экспрессией NCX1, а также патофизиологическое значение этих процессов продемонстрировали с помощью доказательств того, что повышенная экспрессия HIF-1, индуцированная КГД или воздействием CoCl 2 , и ишемическое прекондици-онирование головного мозга приводят к увеличению количества генных продуктов NCX1, что в свою очередь сопровождается соответствующим нейропротективным действием.
Другим важным результатом исследования было выявление двух активных функциональных участков, возникающих в шести предполагаемых консенсусных последовательностях HRE. Анализ сдвига электрофо-ретической подвижности, анализ по методу supershift и анализ иммунопреципитации хроматина показали, что связывание HIF-1 с HRE1 и HRE2 было очень избира- Кроме того, удалось продемонстрировать, что CREB связывался с последовательностями распознавания HIF-1, присутствующими на промоторе NCX1. Однако при ишемическом прекондиционировании экспрессия HIF-1 и NCX1 была значительно повышена, в то время как экспрессия CREB не изменилась, в связи с чем можно предположить, что потенциальная связывающая способность CREB на HRE, по всей видимости, не учас-твует в регуляции экспрессии гена NCX1.
Патофизиологическая значимость молекулярной связи, существующей между HIF-1 и NCX1, четко под-тверждена результатами нашего исследования, прове-денного с использованием модели ишемического рекон-диционирования у животных, в которой повышенная регуляция NCX1 была подавлена при сайленсинге HIF-1. В отличие от снижения экспрессии NCX1, кото-рое наблюдается при ишемии in vivo, после КГД может развиться HIF-1-индуцированная повышенная экс-прессия NCX1. Однако следует учитывать, что: (1) при экспериментах in vitro экспрессию белка NCX1 опреде-ляли только в нейронах, а не в нескольких популяциях клеток, поскольку повышение экспрессии происходит в гомогенатах всех тканей мозга, содержащих нейроны, астроциты, глию и другие клетки мозга; (2) временнóй интервал в двух экспериментальных моделях отлича-ется, поскольку в модели in vitro экспрессию NCX1 и HIF-1 регистрировали через 2 часа КГД, в то время как в модели in vivo экспрессию регистрировали после тОСМА продолжительностью 100 минут с последующей реоксигенацией в течение 24 часов. Это соответствует результатам нашего предыдущего исследования проде-монстрировавшего, что in vivo экспрессия NCX1 через 3 часа после ОСМА не уменьшилась, в то время как ее снижение зарегистрировали через 6 и 24 часа [20] . Кроме того, недавно с помощью иммуногистохимии удалось показать, что после ОСМА повышение сигнала иммуно-реактивности NCX1 происходит только в определенных зонах ядра ишемии, таких как спиральные апикальные дендриты и сома нейронов, расположенных в глубоких слоях коры, в то время как сигнал NCX1 значительно снижается в зоне ядра [10] , вероятно, в результате про-теолиза [25] . Эти последние данные могут объяснить, почему в данном исследовании при вестерн-блоттинге гомогенатов ишемического ядра обнаружили снижение экспрессии NCX1, хотя в отдельных популяциях клеток головного мозга в зоне инфаркта регуляция NCX1 повы-шается.
Заключение
■ В совокупности результаты нашего исследования демонстрируют, что в головном мозге крыс NCX1 явля-ется новым геном-мишенью для HIF-1. Кроме того, нам удалось показать, что HIF-1 во время ишемического прекондиционирования играет роль в сохранении жиз-недеятельности клеток путем повышения транскрипции гена NCX1 и экспрессии белка, нейропротективное действие которого было полностью доказано в послед-них исследованиях [14, 20, 26, 27] .
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